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Еукаріотний фактор елонгації трансляції IA (eEFIA) є одним із головних компонентів апарату 
білкового синтезу, які діють на стадії елонгації Онкоген РТІ-1, експресію якого виявлено при раку 
передміхурової залози людини, кодує білок — гомолог eEFIA. Перевірено гіпотезу стосовно того, 
що білковий продукт гена РТІ-1 впливає на точність трансляції. Продемонстровано здатність 
аналога РТІ-1 стимулювати помилкове включення лейцину рибосомами, програмованими полі(ІІ)-
матрицею, що підтверджує можливість продукту гена РТІ-1 впливати на точність трансляції 
in vivo. 
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Вступ. Еукаріотний фактор елонгації трансляції 1А 
(eEFIA) — це гуаніннуклеотид-зв'язувальний бі­
лок, який бере участь у забезпеченні коректного 
впізнавання кодону мРНК антикодоном тРНК на 
рибосомі. Окрім своєї основної ролі в трансляції, 
eEFIA може бути залучений і до інших клітинних 
процесів, таких як передача сигналів [1], ор­
ганізація цитоскелету [2, 3] , а також до процесів 
апоптозу [4], канцерогенезу [5, 6] , вірусної інфек­
ції [7], діабету [8, 9] . 
Останнім часом з'являється все більше даних 
щодо участі eEFIA у процесі канцерогенезу. Зокре­
ма, зв'язок eEFIA з онкогенезом виявлено при 
дослідженні карциноми простати людини [10]. У 
пухлинних тканинах знайдено домінантний онко­
ген, який було названо РТІ-1 («prostate tumor 
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inducing-gene 1»). Показано, що ген РТІ-1 містить 
у 5'-некодуючій ділянці послідовність з 630 пар 
нуклеотидних основ (п. н.), яка на 87 % ідентична 
послідовності 23S рибосомної РНК Mycoplasma hyo-
рпеитопіае. Цікаво, що кодуюча послідовність цьо­
го гена на 99,25 % ідентична послідовності вкоро­
ченого з N-кінця на 67 аминокислотних залишків 
(а. з.) білка eEFIA з трьома доданими а. з. на 
N-кінці (рис. 1) [11]. Таким чином, онкоген РТІ-1 
може кодувати білок з 398 а. з., який є гомологом 
eEFIA. Оскільки відсутня у РТІ-1 порівняно з 
eEFIA послідовність є частиною GTP-зв' язу валь­
ного сайта фактора трансляції, логічно припустити, 
що така модифікація може призводити до змін у 
функціонуванні білка РТІ-1 на відміну від eEFIA. 
Зважаючи на вищезазначене, було зроблено 
припущення, що РТІ-1 представляє новий клас 
онкогенів, чиї трансформувальні властивості опосе-
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Рис. 1. Схема порівняння амінокислотних послідовностей для нативного e E F l A l з печінки кроля, модифікованого трипсином e E F l A l 
з печінки кроля та білкового продукту онкогену РТІ-1, вилученої з нуклеотидної послідовності мРНК гена РТІ-1 
редковуються такими можливими механізмами: 1) 
дію на точність трансляції, в результаті чого син­
тезуються неправильні поліпептиди, зокрема, регу­
ляторні, що, в свою чергу, позначається на пухли-
ноутворенні [12]; 2) вплив на білки цитоскелету 
завдяки змінам відомої здатності eEFIA взаємо­
діяти з актином і тубуліном; 3) зміни одного чи 
декількох різних шляхів передачі сигналу, зумов­
лені властивостями РТІ-1 як G білка [13]. 
Відомо, що мутації в eEFIA можуть прямо 
впливати на зсув рамки зчитування та частоту 
включення помилкових амінокислот у Saccharo-
myces cerevisiae. Наприклад, заміна лише однієї 
амінокислоти в послідовності eEFIA змінює рівень 
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селективності та правильної кодон-антикодонової 
взаємодії аміноацил-тРНК у процесі трансляції 
[14]. Таким чином, поява в пухлинних клітинах 
гомолога eEFIA, який кодується геном РТІ-1, є 
цілком вірогідною причиною зниження точності 
трансляції. Завданням цієї роботи було перевірити 
принципову можливість дії білка — аналога РТІ-1 
на точність трансляції, зокрема, дослідити, чи 
здатний він підсилювати помилкове включення 
лейцину рибосомами, програмованими поліШ)-
матрицею. 
Матеріали і методи. Препарати факторів 
трансляції eEFIA і eEF2 з печінки кроля отриму­
вали за методикою, описаною в попередній роботі 
[15]. Препарати рибосомних субчастинок з печінки 
кроля та сумарної тРНК з печінки бика одержано 
за методом [16]. 
Обмежений трипсиноліз eEFIA з печінки кро­
ля здійснювали, як описано раніше [15]. 
Реакцію аміноацилювання сумарної тРНК з 
печінки бика проводили в буфері: ЗО мМ імідазол, 
рН 7,5 («Sigma», США), 5 мМ MgCl2, 100 мМ КС1, 
З мМ дитіотреїтол («Amersham», Швеція), 3 мМ 
АТР, рН 7,0, 40 мкМ [ I 4C]Phe («Amersham»), 
120 мкг сумарної тРНК з печінки бика та 200 мкг 
сумарного препарату аміноацил-тРНК синтетаз, 
очищених з печінки кроля. Реакцію аміноаци­
лювання проводили протягом 15 хв за температури 
37 °С з подальшим охолодженням на льодяній бані. 
Аліквоти цієї суміші слугували джерелом аміно-
ацил-тРНК у системі трансляції поліШ). 
Включення [ 1 4С ]фенілаланіну до продукту 
трансляції полі(Ш проводили за температури 37 °С 
в буфері: 50 мМ HEPES, рН 7,6 («Fluka», Чехія), 
8 мМ MgCl2, 70 мМ КС1, 10 %-й гліцерин, 1 мМ 
АТР, рН 7,0 («Sigma»), 0,4 мМ GTP, рН 7,5, 
40 мкг/мл креатинфосфаткінази («Serva»), 10 мМ 
креатинфосфат («Serva»), 10 мкг/пробу поліШ) 
(«Sigma»). Трансляційна суміш об'ємом 100 мкл 
містила також 15 пмоль 40S та 25 пмоль 60S 
субчастинок рибосом, 60 пмоль eEF2, різні кіль­
кості eEFIA або AeEFIA, а також 50 мкл суміші 
для аміноацилювання, яка вміщувала 120 мкг су­
марної тРНК, аміноацильованої [ I 4C]Phe. Реакцію 
зупиняли додаванням 2 мл охолодженої 10 %-ї 
ТХО. Після цього реакційну суміш прогрівали 
(10 хв, 90 °С) для руйнування аміноацил-тРНК і 
знову охолоджували на льодяній бані. Осади нано­
сили на GF/C фільтри («Whatman», США) та 
промивали 30 мл холодної З %-ї ТХО. 
Помилкове включення лейцину до продукту 
трансляції полі(и) вивчали в тому ж буфері, що і 
включення фенілаланіну, за винятком того, що 
концентрацію MgCl2 було підвищено до 13 мМ. 
Вміст радіоактивності сухих фільтрів визнача­
ли в толуоловому сцинтиляторі «Optiphase» на 
лічильнику RackBeta 1219 фірми «LKB» (Швеція). 
Ефективність підрахунку [ 1 4 С] на фільтрах склада­
ла 71 %, [ 3 Н ] - 2 6 %. 
Результати і обговорення. Оскільки продукт 
обмеженого трипсинолізу eEFIA та гіпотетичний 
продукт онкогену РТІ-1 є на 99 % ідентичними 
(рис. 1), як модель білка РТІ-1 використовували 
модифікований трипсином eEFIA. 
Раніше нами встановлено, що AeEFIA, незва­
жаючи на відсутність однієї третини GTP/GDP-
зв'язу вального домену, зберігав, хоча й неповні­
стю, функціональну активність у зв'язуванні GTP, 
GDP і тРНК, а також у певній мірі міг підтриму­
вати трансляцію поліШ) в безклітинній системі 
трансляції, отриманої з окремих компонентів [15]. 
Завдання цієї роботи полягало у визначенні, чи 
впливає присутність аналога білка РТІ-1 у безклі­
тинній системі білкового синтезу на здатність зга­
даної системи помилково використовувати лейцин 
замість фенілаланіну під час трансляції поліШ). 
На відміну від наших попередніх досліджень 
[15], у яких для характеристики трансляційної 
активності AeEFIA використано препарат індиві­
дуальної фенілаланінової тРНК дріжджів, у цій 
роботі застосовано препарат сумарної тРНК з пе­
чінки бика, оскільки такий препарат містив і 
тРНК
Р Ь е
, і тРНК
1
*", що є необхідною умовою для 
вивчення помилок трансляції у системі трансляції 
полі(Ш. 
Було визначено оптимальну концентрацію 
eEFIA або AeEFIA для трансляції поліШ) (рис. 2). 
Важливо, що як при використанні дріжджової 
тРНК, так і в разі тРНК з печінки бика навіть 
додавання надлишкових кількостей AeEFIA не до­
зволяло підвищити активність безклітинної системи 
трансляції до рівня, який спостерігався за присут­
ності нативного eEFIA, тобто відщеплення майже 
третини GTP-зв'язувального домену eEFIA при­
зводило до часткової втрати активності eEFIA при 
визначенні кінетики в реакції трансляції. 
Також вивчали кінетику трансляції поліШ) за 
участі eEFIA або AeEFIA (рис. 3) при викори­
станні аміноацильованої [ I 4C]Phe сумарної тРНК. 
Швидкість включення [1 4С]фенілаланіну в ТХО-
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Рис. 2. Синтез поліфенілаланіну при 8 мМ MgCl2 в безклітинній 
системі трансляції з використанням різних концентрацій eEFIA 
( / ) і AeEFIA (2) за 35 хв проходження реакції 
35 Час, хв 
Рис. 3. Кінетика синтезу поліфенілаланіну в безклітинній си­
стемі трансляції за участі e E F I A (1) або A e E F I A (2) 
(14 пмоль/пробу) при 8 мМ концентрації MgCl2 
нерозчинний осад за присутності eEFIA складала 
—1,12 пмоль Phe/хв, а за присутності AeEFIA — 
-0,61 пмоль Phe/хв при 8 мМ концентрації іонів 
магнію в реакційній суміші. 
Оскільки відомо, що індукція помилкового 
включення лейцину в продукт трансляції поліШ) у 
безклітинних білоксинтезувальних системах з Es-
cherichia coli [17] і зародків пшениці відбувається 
за умов підвищення концентрації іонів магнію [18] 
та зважаючи на те, що оптимальна концентрація 
MgCl2 для вивчення помилок трансляції в умовах 
використаної нами білоксинтезувальної системи з 
вищих еукаріотів залишалася невизначеною, ми 
дослідили вплив різних концентрацій іонів магнію 
на включення фенілаланіну і лейцину в продукт 
трансляції полИШ (рис. 4). Найвищий рівень по­
милкового включення лейцину під час трансляції 
15 MgCl2,MM 
Рис. 4. Залежність включення [14C]Phe (а) і [ H]Leu (б) у 
TXO-нерозчинний осад від концентрації MgCl 2 у присутності 
повнорозмірного eEFIA 
полі (U)-матриці в даній системі спостерігали при 
концентраціях MgCl2 від 12 до 14 мМ. 
Показник «помилковості трансляції» визначали 
як співвідношення кількості помилково включеного 
лейцину до кількості включеного фенілаланіну у 
продукті трансляції поліШ). Включення аміно­
кислот у ТХО-нерозчинному продукті вивчали на 
початковій швидкості трансляції поліШ) 80S рибо­
сомами. Інкубація протягом 4 хв повністю відпо­
відала умовам початкової швидкості і дозволяла 
отримати достатнє для надійного вимірювання зна­
чення радіоактивності ТХО-осаду. Результати екс­
периментів наведено в таблиці. Видно, що заміна 
eEFIA на AeEFIA в системі трансляції призводить 
до збільшення показника помилковості трансляції 
майже в 6 разів. 
Таким чином, отримані дані свідчать на ко­
ристь гіпотези щодо можливості індукції помилок 
трансляції за присутності білкового продукту гена 
РТІ-1. Не виключено, що такий механізм пояснює 
відоме підвищення помилковості трансляції під час 
онкогенезу [19]. 
Як згадувалося вище, у білку РТІ-1 відсутні 
перші 67 а. з. у порівнянні з eEFIA. Яким чином 
це може впливати на помилковість трансляції? На 
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Помилковість трансляції за присутності eEFIA або AeEFIA 
Фактор 
Початкова швидкість включення 
14 
[ C ] P h e , пмоль/хв 
Початкова швидкість помилкового 
З 
включення [ H]Leu , пмоль/хв 
Показник помилок трансляції 
( l 3 H ] L e u / l , 4 C ] P h e ) 
eEFIA 
AeEFIA 
1,12 
0,61 
0 , И 
0,35 
0,1 
0,57 
прикладі мутагенезу дріжджового eEFIA показано 
залучення до контролю точності трансляції амі­
нокислотних залишків Asnl53 і Aspl56 [20], а 
також залишків Glul22 і Thrl42 [21]. Цікаво, що 
згідно з даними рентгеноструктурного аналізу, всі 
ці залишки знаходяться поблизу або безпосередньо 
беруть участь у формуванні GDP-зв'язувальної 
«кишені» eEFIA. Ці залишки забезпечують взає­
модію з гуаніновим кільцем GDP, у той час як, 
грунтуючись на результатах рентгеноструктурного 
аналізу, із фосфатними групами тієї ж молекули 
GDP можуть взаємодіяти амінокислоти в ділянці 
від 15-го до 19-го залишку eEFIA [22], тобто ті, 
яких немає в AeEFIA або в білку РТІ-1. Логічно 
припустити, що якщо ця частина GDP-зв'язуваль-
ного сайта в AeEFIA відсутня, то спорідненість 
згаданого білка до GDP буде меншою, що і під­
тверджується як нашими, так і літературними 
даними [15, 23]. Таким чином, знижена здатність 
білкового продукту онкогену РТІ-1 зв'язувати GDP 
може сприяти зростанню помилковості трансляції. 
Отже, нами вперше показано, що втрата час­
тини GTP-зв'язувального домену, яка відповідає за 
зв'язування фосфатних груп даного нуклеотидфос-
фату, може бути важливою для коректного функ­
ціонування eEFIA в трансляції. Результати роботи 
свідчать про те, що AeEFIA, використаний як 
модель білкового продукту РТІ-1, здатний брати 
участь у процесі біосинтезу білка in vitro, а також 
спричинює підвищення включення помилкових 
амінокислот рибосомами. Таким чином, не виклю­
чено, що поява в пухлинних клітинах білка РТІ-1 
може призводити до синтезу білків із зміненими 
функціями або ж повністю не функціональних, що 
свідчить на користь трансляційного механізму 
участі онкогену РТІ-1 у канцерогенезі. З'ясування 
можливої участі білкового продукту гена РТІ-1 в 
індукції трансляційних помилок in vivo є завдан­
ням наступних досліджень. 
A. P. Pogribna, В. S. Negrutskii, А. V. Elskaya 
Removal of part of the eEFIA GTP binding domain induced 
translation errors in vitro 
Summary 
Eukaryotic translation elongation factor J A (eEFIA) is one of the 
main components of the translation machinery acting at the 
elongation step. Oncogene PTI-1 which is expressed during prostate 
cancer development, codes the protein, homologous to eEFIA. In 
this paper the hypothesis is tested that the gene PTI-1 protein 
product can influence accuracy of translation. The ability of the 
PTI-1 protein analogue to stimulate mis incorporation of leucine by 
ribosomes programmed with poly(U) was demonstrated. This fin­
ding favors the hypothesis about the ability of the PTI-1 oncogene 
product to influence translation accuracy in vivo. 
Key words: eukaryotic translation elongation factor 1A, oncogene 
PTI-1, ribosome, tRNA. 
А. П. Погребная, Б. С. Негруцкий, А. В. Ельская 
Удаление части GTP-связывающего домена эукариотного 
фактора элонгации трансляции 1А приводит к индукции 
трансляционных ошибок in vitro 
Резюме 
Эукариотный фактор элонгации трансляции 1А (eEFIA) явля­
ется одним из главных компонентов аппарата белкового 
синтеза на стадии элонгации. Онкоген PTI-1, экспрессия кото­
рого обнаружена при раке предстательной железы человека, 
кодирует белок — гомолог eEFIA. Проверена гипотеза о том, 
что белковый продукт гена PTI-1 влияет на точность транс­
ляции. Продемонстрована способность аналога РТІ-1 стиму­
лировать ошибочное включение лейцина рибосомами, програм­
мировавши поли( U)-матрицей, что подтверждает возмож­
ность продукта гена РТІ-1 влиять на точность трансляции 
in vivo. 
Ключевые слова: эукариотный фактор элонгации трансля­
ции 1А, онкоген PTI-1, рибосома, тРНК. 
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